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最近我国の各都市に於ては人口の急増と農村の需
要の激減により汲取尿尿の余剰を来し，これが処理
対策は衛生行政上焦眉の急を告げている。既に海上
投棄は公衆衛生学的見地より幾多の問題を生じ，近
く法律上禁止されんとしている現状である。勿論都
市の尿尿処理の根本的方策は下水道による完全処理
にあるが，その完成には多くの年月を要するため，
暫定処置として尿尿消化槽による処理が行われてし、
る。しかしながら現在の尿尿消化槽は末だ完全とし、
う事が出来ず，尚研究の余地のあるものである。
当教室に於ては多年尿尿処理の研究が進められ，
諸先輩により幾多の業績があげられてきた。近時尿
尿消化槽につい'ても基本的な研究が行われている
が，著者はその一環として木研究を施行した。即ち
尿尿の消化槽処理は尿尿の嫌気的消化をその主目的
とするものであるから，原尿中の嫌気性菌，就中 
Clostridium菌族及び所謂メタン菌について検討
し尿尿ガス発生の基本的な考察を試みた。ここに
得た成績を報告する次第である。
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II. 原原消化槽パイロットプラント実験に
於ける Clostridium菌族の消長 
i 実験方法
木教室は東京都よりの研究委託もあり，なるべく
尿尿消化槽の実態にふれんがため，実験に使用する
尿尿は総て東京都砂町汚水処理場に於て，消化槽の
調整槽に流入される直前のものを運び試料とした。
これらは実験に供する時は，荒き目の金網にて簡
ぃ，粗大なる固形物を除去して使用した。
次に採取した脱離液・消化汚泥・投入尿尿は，夫
々 0.5cc宛滅菌乳鉢に移 L， これに生理的食塩水 
4.5 ccを加えて，乳棒にて約 300回摺持し， 30分間
静置後その上清 1cc宛生理的食塩水 9ccを入れた
稀釈試験管に移し，よく混和させ順次にlOll倍迄階
段状に稀釈する。
使用培地として，著者は教室で通常行勾れる Ze-
isslerの葡萄糖加血液寒天平板を主に使用 L，
部 T.G. C寒天平板を用レた。
各稀釈液より培地にメスピペットにて滴下し，コ
ンラーヂ棒にて均等に塗抹し，黄燐法にて 370C 3 
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日間嫌気培養し，出現せる集落より菌数を算定し
た。
木論文にては， 1.集落の性状， 2.グラム染色に
よる鏡検所見， 3.普通斜面寒天に於ける発育の有
無， 4.高層糖入寒天穿刺による態度， 5.芽胞の染
色性， 6.培地の溶血等により Cl.welchiiに類似
の菌を Clostridium菌族と呼び，肝肝ブイヨパこ'
移植し，時に牛乳培地に於ける急激凝固の有無を検
し，さらに一部は後述せる如く詳細な生物学的一般
性状を追求した。
次に嫌気性総菌数とは同じ平板より，全集落数が 
30乃至 100個位のものを平均し，試料 1ccに換算
して記載した。 
i 実験成績 
a. パッチ法
カ、ラス鐘に砂町より搬入せる尿尿 700ccを入れ
た A鐘と砂町消化槽の消化汚泥 20%加えた尿尿 
700ccを入れた B鐘を， 370C瞬卵器に入れ4週間
観察した。 1週間毎に各鐘の内容をよく混和し，前
述の方法で Clostridium菌族と嫌気性総菌数の消
長を検討した。
第工図に示す如く， A.B鐘ともに最初は嫌気性総
菌数と Clostridium菌族は有意の差を認めるが， 
第 1週以後は比較的にこの差が縮少される。
次に消化汚泥加の B鐘と A鐘とは，ほど同様な 
曲線にて，嫌気性総菌数と Clostridium菌族は推 
移し，第 1週後は著明な増減なく，第4週に両鐘と
も，両者の菌数差は僅少となった。
b. 連続投入法
日立入の円筒形消化槽バイ、ロットブラシトを作
成し，上部より脱離液を，底部より消化汚泥を，合
第工図貯留尿尿中に於ける嫌気性総菌数及び 
Clostridium菌族の消長 
log 
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計 1立になる様に毎日抽出し，尿尿を同量投入し，
連続投入実験とした。
第工表に示す如く，全経過を通じ，各試料とも
Clostridium菌族及び嫌気性総菌数の消長に於て，
顕著な増減は認められなかった。嫌気性総菌数は
慣に減少し，)1毎回投入尿尿・消化汚泥・脱離液の
Clostridium菌族は概して高率に消化汚泥中より
検出され，常に脱離液よりも増加していた0 ・
即ち消化汚泥中の Clostridium菌族は 106に認 
められるに反し脱離液では 105に於ける増減に終
始した。
消化汚泥と脱離液に於ては，嫌気性総菌数と，
第 I表連続投入パイロット・プラシト中に於ける Clostridium菌族及び嫌気性総菌数の消長 
Clostridium菌族
投入尿尿
週
嫌気性総菌数
宗宗せ1-=__:Jj 週 !2 週I週 1 4 週 1 5 週|土 ~1_7_:空18 互E主_1 3
投入尿尿 11.1xl071 1.6xl0719.1xl0617.8xl0617.7X10613.4xl0617.2Xl0616.4xl0615.8xl0614.0xl06
消化汚泥 16.9xl0513.8xl0612.0xl0614.4xl0615.7xl0612.1xl0sI2.2xl0612.5xl0613.1xl0613.8xl06
脱離液 12.8xl州 5x刷 5.9x叫1.3xl州 4X山 11.1x川1.2x問L7x附1.0x附1.2x106 
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Clostridium菌族との相関をみるに，後者が前者 第 E表 Z氏平板と T.G.C平板の比較
の大半を示す結果が毎例認められた。これに反し投 (同一試斜 5例平均値〉
入尿尿に於ては， Clostridium菌族は一定せず， 孟l首会副旦竺|印刷イ七糠[互主空
一一一I~似ridiu~ I五三061 1.7X106[1.1x106
Zeissler[菌族|
106より 105間を増減し，両者の比率はや L低下し，
比較的多数の他菌の存在を推察できる例が認められ
培
た。 血液寒天!嫌気性総菌数|77×叫2.8X 10612.0x106 
C. 分層処理法 T. G. c.1~ostridiu~ r7.6x 105r1.2 x 10615.2X 105 .C・菌 族1
20立のパイロットプラシトに，消化された汚泥を 
寒天平板i嫌気性総菌数16.5x1例1.9x 10611.5 x 106 
1/2の高さ迄投入し，その上に 10%消化汚泥加生原
尿を重積した。これを 1週間静置し脱離液はサイ Clostridium菌族の消長に興味を持ち， これを使
フォンにより排除L，消化汚泥は 2週間以上放置す 用した次第で、ある。
る様にし， 30%以上になった分だけを抽出し，両者 その結果は第 E表の如く，連続投入実験とほど同
の投棄量だけ前述の投入尿尿を 1週間毎に注加し 様な成績を示し，今回も特記すべき両菌数の~化は
た。保温は 370Cである。 認められなかった。
今回は前 2法と異なり，著者等の考案になる T. ii 小括及び考察 
G.C寒天平板を使用した。これは T・G・C溶液 前述せる三実験にて培地が Zeissler氏平板であ
に 2%の粉末寒天を入れ滅菌し平板に流し，黄燐法 れ， T・G・C平板であれ，消化汚泥・脱離液とも
にて嫌気培養するものである。 に検出される総嫌気性菌中 Clostridium菌族が大 
T.G・C寒天平板と Zeissler葡萄糖加血液寒 半を示しており，同様な結果は小屋敷氏(1)の発表が
天平板との嫌気性菌の検出.を比較してみるに，同一 ある。
試料について第 E表の如き結果を得た。 既に教室(2)で発表せる如く，今回の諸実験にでも
即ち Z氏平板に比しゃ L嫌気性菌の検出率が Clostridium菌族は脱離液よりも消化汚泥に高率
低下するも，培地作成の便と，か Lる培地に於ける 出現せるのは，尿尿消化に際し消化汚泥を添加せる
第 E表尿尿分層処理パイロット・プラント中に於ける Clostridium菌族及び嫌気性総菌数の消長 
Clostridium菌族
試------------料~実\験~期ι日← I 1 週 I2 週 |5 週 1 6 週 |8 週
生 原 尿 
消化汚泥 
脱 離 液 
5h112UW 
1.1 X 106 2.1 X 106 
6.5 X 105 6.5 X 105 
5.2x 105 
1.3x 106 
4.5x105 
7.5X105 2.0x105 
1.3 X 106 I1.7 X 106 1.1 X 106 1.4x 106 
3.4X 105 I2.2 X 105 2.0x 105 3.4x 105 
試------料¥実三験-_期下日31 9 週 10 週 
消化汚泥 1.1 X 106 I4.2 X 105 
脱離液 2.6x105 I1.2x105 
嫌気'/主総菌数
11 週 
1.8x 105 
3.9x105 
1.1 X 105 
瓦v理?[1 週 I2 週 I3 週 
4.8x106 9.5Xl06 1.8x107生 尿 尿 
7.7x106消化汚泥 2.4x 106 2.3x106 
2.1x106脱 離 液 
1五v理!l:9 週 
8.4x106生 尿 尿 
1.3x106消化汚泥 
6.7x 105脱 離 液 
8.3X105 
10 週 
5.2x106 
1.1x 106 
1.3 X 105 
1.1X 106 
11 週 
9.9x 106 
9.7x105 
2.7x105 
12 週 13 週 
1.4X 105 3.2 X 105 
1.9x 106 4.1x 105 
3.2X105 1.7x 105 
15 週 16 週 
1.8x 105 4.8x105 
2.2x 105 5.1x105 
1.4x 105 1.3X 105 
14 週 15 週 16 週 18 週
日 3.4x 106 4.8x 1067.7X 1067.8x 106 
1.5x106. 2.2x106 2.1x 106 3.3x106 
8.5x105 
12 週 
1.7X 107 
4.9x106 
2.2X 106 
8.8x 105 
13 週 
6.8x106 
6.6x105 
6.4x 105 
8.5X 105 
15 週 16 週
1.0x 107 
3.8x105 
1.6x 106 
1.3X 106 1.2x 106 
8.3X 105 7.7X 105 
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第 V表 砂町尿尿及砂町消化槽汚泥中から分離した Clostridium菌族の性状
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F D  t円 
ものがその消化を促進する事実を考えるに興味を覚
える次第である。
さらに投入尿尿中の嫌気性総菌数と Clostridium
菌族との比率が，消化汚泥・脱離液に比し，や L低
下しているが，これは即ち消化槽内に於て投入前の
多種の菌叢は，時日の経過とともに Clostridium
菌族を主とせる菌叢に推移する事を意味する。
市して尿尿の腐熟をなす長期の貯留にでも，将叉
連続投入・分層処理法にでも， Clostridium菌族を
主とした菌叢は大きな増減なく消長する。
かくして，さきに谷川教授(3)及び藤倉氏ωの発表
された如く， Clostridium菌族が尿尿の腐熟に何
らかの役割を果している事が容易に推察出来るので
ある。 
III. 原尿中から検出された Clostridium
菌族のJl'生状
形態学的性状及び生物学的性状は第IV表，第V表
に示した如くである。
菌株6より 59迄は前述の原尿連続投入パイロッ
トプラント中の消化汚泥及び脱離液より検出され保
存された菌株 62株から任意に抽出しその性状を検
査したものである。
次に菌株 W1より W33迄は砂町の尿尿及び消
化汚泥の各 3ccを 50cc入の肝肝プイヨンに入れ 
700C 30分加温後嫌気培養したものである。
なお対照として伝研より分与された Clostridium 
welchii PB 6 Kを使用した。
表にて Cl.welchii?としたのは，対照菌株及び 
真柄(5)， Bergy(6)，Prevot(7)の著作に準じてほど同
定し得たものである。
即ち牛乳培地の急激凝固・ゲラチシ液化・中性紅
還元・グルコーゼ・ガラクトーゼ・レプローゼ・サ
ッカローゼ・ラクトーゼ・マノLトーゼを分解せるも
のとし，三著とも記述の具るイ女リン・グリセリン・
ザリシンの分解有無、は問題にしなかった。
総じてマンニットを分解せる菌が一つもなく，こ
れは Bergyが C1. welchiiの特性として記載し
た点に一致する。
次にインドール反応・硝酸還元・硫化水素発生は
全株陰性で、あった。
イシドーJ1-反応は陰性のものが多いと云うが，硝
酸還元が証明されなへかったのは Prevotの云う培
例も陰性なので，これを無視した。
以上より C1. welchiiと思われる菌を数種認め
たが，他は Cl. welchii類似の Clostridium菌
族としか判明しなかった。
IV. Clos~ridium 菌族のメタン発生に
関する実験 
i 支献的者察 
Cl.welchiiが水素及び炭酸芳、スを産生する文献
は古くからあるが，メタンを発生する事を始めて発
表したのは Laigret (1945)<9)である。
彼は基質としてアルカリ性の蟻酸を加えた培地に
微量のヨードを添加した際に多量の水素及びメタ Y 
(80%)の発生をみたと云う。
その後 Prevot(1u)(l1)はパリ郊外のメタシ発生す
る各地の泥沼の汚泥を紘菌学的検索を試み，後述の 
Barker培地からは何も発見されず， Cl.welchii 
bifermentans 1.C，12%sporogenesl.C，20% 
10%を分離した。
さらに Pr・ev-ot.Raynaud(12)(1946)はその酸酵方
式が Cl.welchiiに酷似せる Cl.bifermentans 
と Cl.caproicumを用いて，葡萄糖力日 V.Fプイ
ヨンに蟻酸ソ{ダと微量のヨ{ドを加えた培地より
メタン発生をみたと云う。
これに対して， Barkerは最近彼の長年に亘るメ 
BacterialFermentatio-畷酵研究をまとめた(1タン
ns(13)の中で， Laigretの業績については， その実
験の詳細が判明せぬ限りは追試が困難であると述べ
ているに過ぎない。
これら Cl.welchii及び類似の Clostridium菌
族のメタン発生に関する文献は，基質としてし、づれ
も蟻酸及び微量のヨ{ドを用いているが，知何なる
方法で芳、スを採取したか，そのガス分析の方法，培
養温度，培養液等について不明な点が多い。
先に著者等は各種の尿尿消化実験に於て Clostr・ 
idium菌族が多数をしめている事実と，以上の文献
から尿尿中の Clostridium菌族がメタン発生に知
何なる関与を示すかを実験する事にした。 
i 実験方法
前章にて性状の判明せる菌株の中より長期の保存
に耐えた菌株を使用した。
実験Iは培養液として 0.2%葡萄糖加 V.Fプイ
ヨシに 1%蟻酸ソーダ及び 0.5%1].プール液を添加
地にコゲラグトーゼ・グリセリ yの添加を堂、った為と' したものを用いた。
思われる。硫化水素は産生すと云うが，小川氏(8)の 実験 Eに於ては，同様の V.Fプイヨンに基質
Fhu OO 
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として 1%の蟻酸アンモニウムと 0.5%のヨード量
になる様にルプール液を加え， P.H はし、づれも 7.0
としたo 
検討せる菌は肝・肝プイヨシに保存中のもので，
使用に先立ち V.Fプイヨンに移種し， 24時間培養
の菌液 3ccを上述の培養液 250cc入三角コルベシ
に接種，滅菌流動パラフイシを重層し恒温槽 (370C)
に入れガス捕集装置に連結し，ガス分析を行う。
ガスの捕集は第E図の如き装置を用い，分析に際
第 E 図ガス捕集装置
「
し水流ポシプにて捕集瓶に吸引し， Orsat式の分
祈器を使用した。
iii 実験工
菌接種後多くは 24時間にして薯明な酸酵を呈L，
長くて 3日後に停止する。 Laigret.. Prevotによ
れば， これは第 1次醸酵にしてその後 10日乃至 15
日間の休止後第 2次醸酵を認めると云うので，著者
はこれを期待し 30日間観察を続けたが，全例第 2
次醸酵は認められなかった。カ、、ス分析の結果は第VI
表に表示したが，これは接種後 7日目の分析内容で
ある。安酸ガスと水素は 2例を除き分析し得たが，
多くはその比が 1: 2~3 の間であった。 
2例は送気せる酸素を種々の割に添加したが，爆
発せず，水素及びメタシ量は不明である。
単独菌にてはメタ yの産生を認めなし、ため，次に
各菌 1ccを3乃至 5株混合して前述の如く培養液
に接種した。
醸酵はし、づれも 3乃至 5日聞に停止L爆発性のガ
スは水素のみ証明された。
さらにこの中の 2例のみ 7日後，よくその内容を
撹持して 50ccを新培養液に移種し， ガス発生を観
察した。
かくして 5株混合の 1例に於て 3回か Lる接種を
繰返し， 4.8%のメタンを分析する事が出来た。 
iv 実験 11 
Laigretは培養液の基質として蟻酸ソ{ダ・蟻酸
第百表 Clostridium菌族のガス発生検査(基質蟻酸ソーダ〉
工 単独の場合
菌株番号 !PB6K I 6 I W2 I W9 -'-W10 1 W12 I W13 1 W33 
カ、 ス 量 830 cc 360 cc 300 cc 370 cc 
CO2 14% 16.9% 14.3% 13.5% 22% 
H 2 
CH4 
31.3%。 33.5%。 39.6%。 58.6%。 59%。
最終 pH 4.6 4.8 4.4 4.2 4.4 
培地色調斐化 ナシ ナシ ナシ ナシ ナシ
E 混合及び再接種の場合
310 cc 
18% 
不明
不明
4.6 
ナシ
700 cc 800cc 
マ% 26% 
不明 
不明
76.3%。
4.6 4.4 
ナシ ナシ 
菌株番号 15rzW7lzzW3216mm 
W9・W10・ W10W12・l|WWIお1G3-WW@312••W12 W12 IW13W32・W13羽132・ 
① ② W33 ① W33 ② 
ヌf ス E昼ヨ[ 610 cc 650 cc 450 cc 400 cc 400cc 580 cc 350 cc 260 cc 
CO2 42.4% 21.8% 17.8% 25% 42% 38.7% 60% 12.3% 
H 2 
CH4 
38.7%。 50.3%。 44.8%。 55.7%。 38.1%。 29.8%。 18.6%。 32.7% 4.8% 
最終 pH 4.4 4.2 4.6 4.4 4.2 7.6 7.8 7.4 
培地色調菱化J ナシ ナシ ナシ ナシ ナシ ナミ/ ナシ ナミ/
第 5号
パッチ泣ミ
菌株番号| 
ガ ス 主ヨ主S. 
CO2 

H2 

CH4 

最終 pH
 
培地色調愛化
再接種法
第四表 
6 
500 cc 
20.4% 
50.8%。

7.6 
ナシ
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Clostridium菌族のガス発生検査(基質蟻酸ア y モニウム〉
19 30 W2 羽T7 W9 W10 W32 
380 cc 
13% 
48.9%。
390 cc 
14.2% 
71.7%。
340 cc 
7.8% 
42%。
380 cc 
16% 
44.3%。
240 cc 
15% 
42.8%。
280 cc 
13% 
48.9%。
380 cc 
16% 
44.3%。
7.8 
ナシ
7.0 
ナシ
4.2 
ナシ
6.6 
ナシ
4.6 
ナシ
7.8 
ナシ
6.6 
ナシ
菌株番号 !PB6K ① IPB6K ② IW12 ① I W12 ① iW13 ① I W13 ② I W33 ① I W33 ② 
量スカ、 580 cc 450 cc 1350 cc 400 cc 340 cc 300 cc 
CO2 
520 cc 480 cc 
47.6% 14.6% 21% 
13.4%H2 27.3% 57.8% 28.9% 19.1% 24.8% 15.2% 25.5%。 。 。 。 。 7.4% 。 5.1% 
20.8% 17.2% 23.8% 27%41% 
CH4 
7.0 7.6 .477.27.67.0 7.2最終 pH 
ナシナシ 暗黒色 暗黒色暗黒色 暗黒色培地色調菱化 暗黒色| 暗黒色
石灰・蟻酸ノミリウム・蟻酸アシモニウムを比較して 
蟻酸アシモニウムより，最多量のメタシを採取した
と云うので，著者もこれを使用した。
菌株として前例にてメタンを産生した 5株の各 1
株を再検討する事にして，その他の菌も実験した。
全例 30日間 370Cに保温し，接種 7日目の分析内
容を第W表に示した。
今回の醸酵も前記と同様に，接種後早きは 10数
時間にして，遅きは 2日にしてガス発生が始り，全
例 7日間以内にガス醸酵は終了した。今例も所謂第 
2次間接酵はし、づれも認められなかった。 
たど前例よりヨードの含有量の多いためか，醗酵後
3乃至4日にして培地が暗黒色を呈するもの 3例あ
り，メタ::/発生と関与せるものかと推察し，対照と
して色調の菱化のない 1例を含め， 4例は接種後 15 
日にしてその内容 50ccを静かに撹持して，新培地 
に入れガス産生を考察した。今回は 2例に少量のメ
タyガスを分析し得た。
V 小括及び者察
これら実験にてメタン発生の 3例に共通な点は，
何れも培地の P.Hが中性')付近である事，接種を繰
返して発生した事が判明された。メタン量vt僅少を
分析出来た。
蟻酸ソーダ培地は， i培地 P.Hが酸性に菱化せる
例が多く，これに反して蟻酸アシモニウム培地は，
その大半が中性からアルカリ性に転じていた。
2次醗酵は全例に於て 1例も認められなかった。
再接種をした例にのみメタン発生をみた事実は，菌
の培地による馴化があるのではなかろうか。
次に 5株混入の例にメタン産出した点ば，各菌の
共生によってメタン醗酵の可能がある事を意味する
様に思われた。
V 所謂メタン菌に関する実験 
i 交献的者察 
Alexandre Volta (1776)は自宅附近の沼沢より
可燃性のガスを採取し，その発生が沼底に潜む植物
体の腐敗による事を発表したのがメタシ発生研究の 
第一歩で、ある。而してメタユ/発生が微生物の作用
によることを初めて明らかにしたのは Bechamp
(1868)であると云う。 Popo旺(1875)，Hoppe-
Sey ler (1886)は沼沢の汚泥を， Tappeiner (1882) 
は草食動物の腸管内容を，それぞれ培養してセルロ
ーズ、を分解しメタンが生ずる事を証明した。 
とくに Omeliansky(14)はグロストリジウムの純
粋培養と信じていたものを用いて，セルローズ醗酵
を行いメタンと種々の脂肪酸を得た。
しかるに，これらは純粋培養と云し、難く，メタン
生成とセルロ{ズ醗酵が一致したのは偶然に過ぎ
ず，セルロ{ズ分解菌によって生じた脂肪酸・水
素・炭酸ガスがメタシ発生菌により基質として分解
され，メタンを発生する事が現荘では判明されてい
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る。
各種の脂肪酸のカルシウム塩が分解して定量的に
茨酸ガスとメタンを証明してメタンの起原を明らか
にしたのは Sδhngen(15)の偉業で、ある。彼は純粋培
養には成功しなかったが，脂肪酸のみを炭素原とす
る培養液への接種を繰返す事によって，増菌された
培養液を得て各種の実験を行ったのである。
純粋培養の困難さはその後幾多の研究者によって 
経験されたが，これはメタシ菌が絶対嫌気性で，増 
殖は極端に緩漫であり，大部分は芽胞を形成せぬた
めである。
その後比較的純粋に近い培養を行い，菌の形態を
認め得た文献は無芽胞性の揮菌として，先のおh-
ngen，Groenewege (1920)，Buswell and Nea-
ノLシウムの少量を管底に沈殿さすと菌の発育がよ
い。
接種後滅菌流動パラフイシを重層し空気を遮断す
る， 370C 2週間培養し，管底の茨酸カルシウムと
ともに約 3ccをピペットにて空気にふれぬ様，静か
に吸引し新な培地に移す，今回よりは接種に先立
ち，培地へ還元剤として， 1% Na2S 9 H 20" 5% 
Na2C03' 蒸溜水 100cc， を 3cc入れ稀塩酸にて
P.H 7にする。
か Lる増菌濃縮法を 3回繰返した後，寒天培地に
前法の如き操作で移植す。 これは前述の培地に 2~合
の粉末寒天を入れたもので， 450Cに保温しながら
上記の還元剤を入れ，小試験管に 9cc分注し，増菌 
した菌液 1ccを各小試験管に稀釈しながら入れ， 
ve (193のがあり， Sarciaをなすもの， Groenw・ 103迄の系列を作り 370C瞬卵器に置き， 2ヶ月間観 
ege，Buswell and Neave，Smit(6)(1933)，球菌察した。
として Mase(17川 8¥ Omeliansky，Thermophilic 
Met:t_an Bacteria としては Coolhaas(9)(1928)
がある。
Barker(20)(1936)により初めて純粋培養に成功
L，メタシ醗酵の化学機構も漸次判明される機運に
向っている。 
メタン醗酵を受ける基質は細菌の種類によって相
達するが，主としてアルコール類・脂肪酸類・或は
一酸化炭素・水素等があげられている。 
Barker<2Dはこれら基質と茨酸ガスの聞に起るメ 
py生成を次の概括式に従うものと考えた。 
4H2X +C02=4X +CH4+ 2HzO 
最近 Barkerと Stadtman(22)はメチルアルコー
ルのメチル基と酷酸のメチル基がメタシに斐化する
事を同位元素を用いて証明しているから，茨酸ガス
は決じてメタンの唯一の前駆体ではありえなくなっ 
たく23)。
尚我国に於て，メタン発生菌に関する文献は，ほ
とんどなく，僅に Barkerの業積が紹介されてい
るに過ぎなし、。
i 実験 I
Barker培地 100cc入三角コルベジに，砂町尿尿 
及び山羊の新鮮便，対照として C1.welchii PB 6 K 
の肝肝fイヨン培養液，各 5g及び 5ccを接種し
た。
Barkerの培地は蒸、溜水.NH4Cl0.1%，K2HP04 
0.04%，MgC12 0.01%，基質として酷酸カルシウム
1%を加え， P.H 7に調整し使用前に煮沸し酸素を
除去するのは勿論である。なお沈澄物として茨酸カ
著者は尿尿2例中 1例に於て， 101は3日後，102 
は10日後， 103は18日後，にメタンの発生による， 
寒天の亀裂をみた。 Barkerの云う小さな白い集落 
は，寒天の亀裂のため認、められなかった。山羊の糞 
使 2例，砂町尿尿の 1例及び対照の C1.Welchii 
PB 6Kの1例にては，何ら寒天の亀裂を認める事
が出来なかった。
ii 実験 II
前述の如く Barkerの方法は非常に手技が面倒
にして実用性に乏しし、。種々なメタン醗酵に際し
て， メタシ菌の消長を知るべく Barkerの培地か
ら考案された Heukelekianand Heinemann(24) 
(1939)のメタン菌算定法が発表されてし、る。
これは前記の Barker培地に 0.003%の酵母エキ
スを入れ，菌の発育を促進させ同様な還元剤を加注
し，培養を 9cc試験管に分注する。
試料 19をとり，試験管に入れ，その 1ccを次の
試験管にと順次 10n倍稀釈する。基質として今回は
酷酸カルシウム及び酪酸カルシウム及びエチルアル
コールを使用した。 
エチルアルコールは滅菌せずに使用し， その際 
1%の炭酸カルシウムを加えた。
かくして同試料を 3種の基質別培養液にて 10n倍
に稀釈し，各稀釈液 1ccを M.P.N法に準拠し
た方法で同基質のダルハム管入培養試験管に 3本ず 
つ分注し， 流動ノξラフインで重層する。 370Cに培 
養しガス発生をダルハム管により検査する。 
これらガス発生は緩慢で， 101で早くて 15日後ダ
ルハム管内にガスを認める。かくして 3本法の
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M. p.Nにて菌数を計算する。
基礎実験として，新鮮な農村の原尿にてメタシ菌
数は酷酸 Caを基質とせるもの陰性，時酸 Caは 
1. 1xl0 1，エチルアノL コ~ 71-2.4x 101であり，石i!T訂J
尿尿は酷:酸 Ca8.3xl02，酪酸 Ca4.2x 102，エチ
ルアルコール陰性の菌数を得た。次に家庭下水は酷
酸 Ca2.4xl05，酪酸 Ca 1.5xl04，エチルアルコ
ールは1.1X 104のメタン菌数を示した。
さらに同組成の培地270ccに砂町原尿 30ccを加
えた三角コルベンを第E図と同様なガス捕集装置に
連結し，ガス分析を試みた。
酷酸 Ca基質のものはガス発生量 1290cc，22日
目にガス産生を開始し 32日目に停止したが， メタ
シは 22日に 63.5%，32日目は 58.5%で、あった。
酪酸 Caは30日目にガス発生し 38日に終り総
量 1770cc，メタンは 30日目 4004%，38日目 60.6%
を示した。
エチル・アルコールは 22日にガスイ七L， 38日に
終了し総計 600cc， メタンは 22日目 51.4%，38日
目80%の結果を得た。次に前述の分層処理の汚泥
を採取し，メタシ菌の消長を試みたのが第E図であ
る。これは Heukelekianの下水汚泥のメタン菌
数に比較して少い。 
1. Non-sporulating: Methanobacterium 
1. Mbact. formicicum (formate，carbon 
monoxide，hydrogen) 
2. Mbact. propionicum (propionate) 
3. Mbact. sohngenii (acetate，butyrate) 
I. Sporulating: Methanobaci1lus 
1.Mbac omelianskii (primary and sec・ 
ondary alcohols，hydrogen) 
B. Spherical cells 
1. Cells not in sarcina arrangement: 
Methanococus 
1.Mc. mazei (acetate，butyrate) 
2. Mc. vannielii (formate，hydrogen) 
I. Cells in sarcina arrangement: Meth-
anosarclna 
1.Ms barkerii (methanol，acetate，car-
bon monoxide，hydrogen) 
2. Ms. methanica (acetate，butyrateり
( )内は酸化される基質 
Heuckelekianのメタン菌算定法発表当時は基
質として僅かに酷酸・酪酸・エチルアルコールしか
知られていなかったが，現在は上記の如き脂肪酸・
アルコール類・水素・ー酸化茨素等多種多様である。
上表を見ても，酷酸・酪酸を分
第 E 図尿尿分層処理消化汚泥に於けるメタス発生菌の消長 解する菌が多く，且つ Barker(23)
10g 	 によれば，脂肪酸の酸化において
偶数酸から酷酸が，奇数酸からは
酷酸とプロピオン酸が生ずると云
うので，酷酸・酪酸を基質とした 
本法は脂肪酸のメタン醗酵の大略
菌数を知り得ベく，エチルアルコ
{ノLを分解するメタン菌数と相侯
って，本 Heuckelekian算定法
。一一一-0謹賀酪酸カルけ土ー
ムー -ー--6.基質酪酸カルシウム 
によってメタン菌の消長の概略を
x-._--x 基質与にデル7Jレコー JI< 知る事が出来ると思われる。 
VI 総括及び者察
教室藤川氏(25)の実験によると
新鮮な糞便に於て，何らかの前操
561 8 9 W II U1 2 3 4 
iv 小括及び考察
現在迄(13)判明している所謂メタシ菌は下記の如
くである。.
Classification of Mathane Bacteria 
Farnily: Methanobacteriaceae. 
A. Rod圃 shaped cells 
13 14 15 16週
作を行わぬ際には， Welchii類似 
の Clostridium菌族は甚だ少く， 489株中に僅か
に 5株を数えたのみで、あるが，加熱増菌法を行う時
は100%陽性なりと云う。 
著者は新鮮な健康男子糞便3例に於て，前述せ 
る方法にて検索した主ころ， 1例のみ1.5x103の 
Clostridium菌族を得たが; 2例にては陰性であっ
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た。次に教室便池より採取せる糞便4例にては，ぃ ekianが酵母エキスの微量を Barker培地へ添加
ずれも陽性にして平均 3.2x105の成績を示したの した如く，菌の発育を促進させる物質を与えなかっ
教室国分氏(26)は著者と同じ方法にて，毎日便通 た為で、あろう。
のある老人には Welchii類似の Clostridium菌 著者は Heuckelekianの方法にて増菌する事な
族を認めず，便秘せる老人全例に同菌族を証明した く，尿尿から大量のメタシカ、、スの産出をみた。これ
と云う。 は尿尿のみのメタン発生を文献で調べると 40日以
これらの事実から尿尿は時間の経過とともに，そ 内の消化では，広瀬氏(28)は 19.7%，釘本氏(29)(30)は 
の存在せる Clostridium菌族の好適培地となり， 17.4%のメタンを計量したと報告されている。
旺盛な同菌の増殖を促すのではなかろうか。 かくして， メタン菌の消長を M.P.Nで捕え
即ち東京都に於ける尿尿の集荷は長時間の貯留を た本法はメタンの分析値が高い点にて，且つ叉小量
余儀なくされる点と，調整槽流入直前の尿尿はその の尿尿にて大量のガス発生を認める点より，〆ルハ
構造上より 1部古し、原尿の蓄積を認められる点か ム管内のガスはメタンと推察し得るし，既述の如き
ら，砂町原尿が Clostridium菌族の高い出現をな 基本的な三基質によるメタン発生菌の消長を検する
す所以と思われる。 事により大凡他のメタン菌の消長迄も知り得ベく，
消化汚泥・脱離液にても，各実験とも嫌気性菌の メタン醸酵に関与するメタン菌の消長を示す一指針
消長は Clostridium菌族の消長と云える程，毎回 たり得るであろう。
本菌が多数算定された。 思うに尿尿成分は各種嫌気性菌の作用により，複
しかるにそのメタン発生能は，実験によれば微弱 雑な有機物が漸次分解され，侭次の脂肪酸・アルコ
であり，不確定であった。前述の Laigyetはノミス ール類、等に菱化し，、此等のメタン菌及びある種の
ツール研究所保存の Cl. welchii A 5029株にて Clostridium菌族が，高度の共生によりメタン生 
80%のメタ γを検出したと云うが，著者の場合は菌 成に関与するものと思われる。
株の相違・培養法・ガス分析法が異る為か，メタ/ Clostridium菌族は本実験にては， 少例にのみ
発生は少量であり， これは Pr・evotが Cl.bifer- メタン発生を認、めたが，これにより尿尿のメタ Y化 
mentans，Cl.coproicumにて得た実験値にや与 の主役を演ずるとは云い難いが， その産生せる多
近い。即ち Cl. bifermentansのメタンガス発生 量の水素及び茨酸ガスは Barker(31)により Mbac.
は最高 5%であり， Cl. caproicumも同じく 5% omelianskiiの純粋培養により下式の如くメタン
のメタン醗酵を示すに過ぎなし、。 を生成する事が確認されているので，この意味に於
尚著者の実験には，原著者等の 2次醗酵は認めら でも Clostridium菌族は尿尿のメタジ発生に関与
れず，馴化を目標に再接種を行い，小数例のメタン しているものと思われる。
発生に成功したので、あるが，培地内の P.Hは勿論・ CO2+4H2→CH4十 2H20 
酸化還元電位にも問題があるのではないか。
本実験は基質として蟻酸を使用したが， Sohngen VII結論
によれば，蟻酸は次の式に示される知く分解される 尿尿中に於ける Clostridium菌族について，各
と。 種消化槽内の菌類の消長とその生物学的分類，メタ 
4 HCOOH→CH4+3C02十 2H20 /発生能の有無について研究した。次に所謂メタン
次に Barkerの云うメタン菌に於て， 明らかに 菌と称せられる菌群について尿尿中に於ける存在を
純粋培養迄は成功しなかったが，砂町尿尿の 1例に 検討した。次の如き結論を得たので列記する。
メタン発生による寒天の亀裂を認めた。恐らくこれ 1. 投入尿尿は砂町汚水処理場のものを使用した
は長期閣の貯留尿尿に於ては，土壌等よりのメタン が， Clostridium菌族を多数検出した。
菌の混入が予想されるためで、あるう。 2. 消化槽パイロットプラント実験にて，消化汚
橋本氏(27)は Barker培地を使用してメタ y菌の 泥・脱離液ともにその嫌気性菌叢のうち Clostrid-
発育を，温熱処理尿尿及び無処理尿尿中に求めた ium菌族が大半をしめ，消化汚泥は常に脱離液ょ
が，ガス発生はなく，何等の菌の発育も認められな りも菌数が多く，全消化期苛を通じてほど一定の菌
かったと云う。とれは Barker培地を使用したに 叢を保った。
も拘らず，摂返し増菌接種を行わぬ点と， Heukel- 3. Clostridium菌族 11株中 2株に，同菌 5株
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混合の 1例にメタシ発生をみた。これらはメタシ発 11. Prevot: Ann. Inst. Pasteur.，73，222，1947. 

生培地に接種を綾返した際に認められ， P.H 7附近 12. Prevot: C. R.de la soc ，235，1401.，de bio
の時に発生した。 
4. Barkerのメタン菌が尿尿中に存在を認めら 
れたが，純粋培養は出来なかった。 Heukelekian 
のメタン菌算定法は尿尿のメタシ醗酵に際して，メ
.タ y菌の消長の一指針たりうる。 
本稿を終るに臨み，終始懇篤な御指導を賜わった
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